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Аннотация
Методом атомно-силовой микроско­
пии изучены особенности морфологии 
поверхности и упруго-эластические свой­
ства нативных эритроцитов лягушек. На 
модели с адреналиновой нагрузкой по­
казано увеличение жесткости клеток на 
64% (р<0,05) которое сопровождалось 
уменьшением числа глобулярных струк­
тур на участке мембраны эритроцитов 
на 50% (р<0,05), а увеличением их вы­
соты на 254% (р<0,05), по сравнению с 
контролем. В параллельных опытах с 
антагонистом адреналина -  обзиданом, 
существенных различий в жесткости кле­
ток и морфологии поверхности не выяв­
лено. Установленная взаимосвязь между 
упруго-эластическими свойствами и мор­
фологией поверхности может быть ис­
пользована в качестве диагностического 
критерия при оценке функционального 
состояния клетки.
Ключевые слова: эритроциты лягу­
шек; упруго-эластические свойства; рель­
еф поверхности; атомно-силовая микро­
скопия.
Abstract
The author has studied the features 
of morphology and elastic properties of 
native erythrocytes in frogs with the use 
of the atomic force microscopy method. 
On the model of adrenal load, the study 
demonstrated the increase in the stiffness of 
cells by 64% (p<0.05) accompanied by the 
decrease in the number of globular structures 
on the membrane of erythrocytes by 50% 
(p<0.05), and their height was increased by 
254% (p<0.05) as compared to a control set. 
In the parallel experiments with antagonist 
adrenaline -  propranalol, the study has 
not revealed any significant differences in 
the morphology and elastic properties of 
the surface. The discovered relationship 
between elastic properties and morphology 
of the surface can be used as a diagnostic 
criterion in the evaluation of the functional 
state of the cell.
Key words: erythrocytes of frogs; elastic 
properties; surface relief pattern; atomic force 
microscopy.
СЕТЕВОЙ НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ
СЕРИЯ «ФИЗИОЛОГИЯ»
Y  Т А У Ч Н Ы Й
РЕЗУЛЬТАТ
Упругость клеток, их морфология, а 
также регуляция фундаментальных физи­
ологических процессов зависит от упаков­
ки структур цитоскелета [1]. К настоящему 
моменту известно, что образование агре­
гированных доменов и выпячиваний на по­
верхности мембраны сопровождается кон­
центрацией в этих местах фосфорилиро- 
ванных белков цитоскелета -  а-актинина 
[2]. Однако, элементы цитоскелета опре­
деляют не только «рисунок» рельефа 
поверхности, но и упруго-эластические 
свойства мембран. Согласно данным па­
раллельных исследований, выполненных 
на атомно-силовом и конфокальном ла­
зерном сканирующем микроскопе, уста­
новлена тесная связь между снижением 
модуля Юнга в клетках крови больных 
лейкозом и организацией актиновых фи- 
ламентов [3]. В связи с чем, представля­
ет особый интерес вопрос о взаимосвязи 
между морфологией поверхности и ее 
упруго-эластическими свойствами, что в 
дальнейшем может послужить важным 
критерием в оценке функционального со­
стояния клетки неинвазивными методами.
Целью исследования было выявить 
взаимосвязь между особенностями мор­
фологии и упруго-эластическими свойст­
вами поверхности на модели полноцен­
ных ядерных эритроцитов лягушек.
Материалы и методы исследования. 
Эксперименты выполнены на эритроцитах 
лягушек Rana ridibunda Pall., находящихся 
в состоянии физиологического анабиоза. 
Кровь брали путем пункции сердца, ста­
билизировали гепарином (5 Ед/мл).
С целью выявления взаимосвязи меж­
ду упруго-эластическими свойствами и 
«морфологическим рисунком» поверх­
ности клеток в проведенном исследова­
нии использован метод функциональ­
ных нагрузок, включающий инкубацию
клеточных суспензий с адреналином и 
обзиданом. Выбор адреналина и обзи- 
дана, в качестве неселективного блока- 
тора p-адренорецеторов, обусловлен уча­
стием p-адренорецепторов в модуляции 
упруго-эластических свойств клеточной 
мембраны, посредством фосфорилиро- 
вания белков цитоскелета [4]. Кроме того, 
а-адренорецепторы в клетках крови не 
вовлекаются в регуляцию цАМФ, концен­
трация которого прямо пропорциональна 
деформируемости эритроцитов. Адрена­
линовую нагрузку осуществляли путем 
инкубации 30 мкл клеточной суспензии 
в 150 мкл среды Хенкса, содержащей 
10-9ммоль/л адреналина в течение 15 мин. 
Пробу с обзиданом проводили путем инку­
бации 30 мкл суспензии в 150 мкл среды 
Хенкса, содержащей 10-9ммоль/л обзида- 
на в течение 15 мин. Инкубацию проб осу­
ществляли при комнатной температуре, 
по окончании времени воздействия, про­
бы центрифугировали, 5 мин при 1500 об/ 
мин, надосадочную жидкость убирали и 
готовили препараты нативных клеток для 
сканирования.
Морфологию поверхности эритроци­
тов изучали с использованием атомно-си­
лового микроскопа (АСМ) ИНТЕГРА Вита 
(конфигурация на базе инвертированного 
оптического микроскопа Olympus IX-71). 
Суспензию эритроцитов наносили на чи­
стые обезжиренные стеклянные подлож­
ки, которые помещали во влажную камеру 
[5] для сохранения их жизнеспособности. 
Проводили сканирование 25 клеток из 
каждой опытной и контрольной пробы в 
полуконтактном режиме с частотой раз­
вертки 0,6-0,8 Hz, используя кантилевер 
серии NSG03, с жесткостью 1,1Н/м и ра­
диусом закругления 10 нм. На полученных 
сканах с помощью программного обеспе­
чения «Nova» (Зеленоград, 2009) строили
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профили поверхности эритроцитов в виде 
кривых, на которых измеряли габаритные 
размеры и высоту клеток.
Упруго-эластические свойства эритро­
цитов в опытных и контрольных образцах 
крови изучали методом эластографии с ис­
пользованием модифицированных канти- 
леверов. Количественно упругость клеток 
(модуль Юнга) оценивали по эксперимен­
тальным силовым кривым, снятым с по­
верхности клеток при проведении процеду­
ры силовой спектроскопии. Получаемые в 
эксперименте,силовые кривые преобразо­
вывали из системы координат D-z в систему 
F-Ah, где D - ток рассогласования фотодио­
да, z -  расстояние, на которое перемещает­
ся кантилевер пьезосканером АСМ при под­
воде к поверхности [6], затем переводили 
сигнал рассогласования фотодиода в силу 
взаимодействия зонда и образца по форму­
ле [7]. Модуль Юнга системы образец-игла 
рассчитывали по формуле [8].
Результаты экспериментальных иссле­
дований обрабатывали методами вариа­
ционной статистики. Экспериментальные 
данные представлены в виде среднеа­
рифметических значений с их средними
стандартными ошибками. Статистический 
анализ результатов экспериментов прове­
ден с применением критерия Стьюдента 
для 5%-го уровня значимости.
Результаты исследования и их об­
суждение. Эритроциты лягушек имеют 
эллипсоидную форму с центрально рас­
положенным ядром, в центре которого на­
блюдается углубление, связанное с осо­
бенностями расположения хроматина - в 
виде центральных скоплений, реже -  по 
периферии ядра.
Рельеф поверхности нативных эри­
троцитов лягушек, отсканированных в 
аутологичной плазме, характеризуется 
наличием небольшого количества глобу­
лярных образований и углублений в мем­
бране. Углубления представляют собой 
кластеры, диаметр которых составлял 
171,62±12,25 нм, глубина -  16,85±1,25 нм. 
Высота глобулярных образований (рис. 
1) порядка 48,12±8,62 нм, их количество 
на участке поверхности не превышало 
8±0,02. Модуль Юнга эритроцитов лягу­
шек составил 2,37±0,15 ^Ра, глубина по­
гружения кантилевера -  694,92±7,54 нм.
Рис.1. 3 -D-cKaH участка поверхности нативного эритроцита лягушки 
в плазме: 1 - углубления в виде кластеров, 2 — глобулярные выст упы
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Под влиянием адреналиновой нагрузки эритроциты утратили эллипсоидную 
форму (рис. 2а), а в пробах с обзиданом клетка вытянулась по длинной оси (рис. 2б) по 
сравнению с контролем (рис. 2в).
Рис.2. АСМ - изображения нативных эритроцитов лягушки:
а -  под влиянием адреналина; б -  под влиянием обзидана; 
в -  контроль (клетки в плазме).
Под влиянием адреналиновой нагруз­
ки на поверхности мембраны глобуляр­
ные образования укрупнялись (рис. 3а), 
по сравнению с контролем (рис. 3в). Под 
воздействием обзидана визуальных изме­
нений в рельефе участков поверхности не 
выявлено (рис. 3б).
Под влиянием адреналиновой нагруз­
ки жесткость эритроцитов увеличилась на 
64% (р<0,05). при этом количество глобу­
лярных выступов на участке мембраны 
уменьшилось на 50% (р<0,05), а их высота
возросла на 254% (р<0,05), по сравнению 
с контролем (табл. 1).
Количество углублений в мембране 
клеток возросло на 100% (р<0,05), при 
этом их диаметр и глубина увеличились 
соответственно на 358% и 60% (р<0,05) по 
сравнению с контролем.
Под влиянием обзидана жесткость кле­
ток достоверно не изменилась по сравне­
нию с контролем, при этом число углубле­
ний увеличилось на 12,5% (р<0,05), а их 
диаметр и высота возросли соответствен­
но на 62% и 76% (р<0,05).
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Рис.3. Сканограммы участков мембраны эритроцитов лягушек:
а -  под влиянием адреналина; б - под влиянием обзидана; в -  контроль.
Параметры морфологических образований поверхности  
и упруго-эластические свойства эритроцитов лягушек
Таблица 3
Типы структур поверхности Контроль Адреналин Обзидан
Глобулярные
выступы
Высота, нм 48,12±8,б2 170,24± 15,6о* 34,69±3,70Л
Количество 24±2,5б* 15± 1,о8* 21±2,04
Углубления в 
мембране
Диаметр, нм 171,62± 12,25 786,12± 10,29* 277,67±13,34*
Глубина, нм 1б,85± 1,25 26,98± 2,23* 29,66±1,38*
Количество 8±0,2 16±0,4* 9±0,15*
Жесткость
Модуль Юнга, 
цРа
2,37±0,15 3,89± 0,01* 2,16± 0,05
Глубина
погружения
кантилевера,
нм
694,92±7,54 209,23± 1,50* 693,11±4,14
* -  Достоверность различий между значениями в пробах с адреналином/обзиданом и 
контролем по критерию Стьюдента (р<0,05).
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ПОВЕРХНОСТИ ЭРИТРОЦИТОВ ЛЯГУШЕК
В целом, в условиях адреналиновой 
нагрузки существенно возрастает 
жесткость эритроцитов параллельно с 
этим в рельефе поверхности установлено 
снижение числа глобулярных структур, 
высота которых увеличивается. В 
параллельных опытах с обзиданом 
жесткость клеток, а также морфология 
глобулярных структур достоверно не 
различались по сравнению с контролем.
Выявленные морфологические изме­
нения поверхности мембраны эритроци­
тов могут быть связаны с участием в ме­
таболизме катехоламинов -  выполнять 
функцию транспортировки и депо адрена­
лина. В экспериментах на эритроцитах че­
ловека установлено, что отдельные участ­
ки поверхности могут выступать резерву­
арами для адреналина и норадреналина, 
регулирующими парциальное давление 
кислорода в процессах оксигенации [9].
В противоположность, наблюдаемые 
изменения рельефа поверхности в 
условиях блокады p-адренорецепторов, 
вероятнее всего, связаны с высоким 
сродством обзидана к липидному бислою 
мембран, который оказывает мембранно- 
стабилизирующее действие [10]. На 
нейтрофилах показано: проникая в
липидный бислой, обзидан изменяет его 
свойства [11 ], подавляет аденилатциклазу 
и уменьшает образование цАМФ [12].
Заключение. Изменения морфологии 
и рельефа поверхности клеток тесно свя­
заны с упруго-эластическими свойствами 
клеточных мембран. Увеличение жестко­
сти эритроцитов сопровождается снижени­
ем числа глобулярных структур на поверх­
ности мембраны, причем высота их суще­
ственно возрастает. Выявленная взаимос­
вязь имеет большое значение в области 
диагностики функционального состояния 
клетки неинвазивными методами.
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